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(57) Abstract: The invention relates to a sample holder (20), especially for a biological sample (24), to be used in a device for near 
field optical imaging. Said sample holder comprises a support (20.1) and a converter (20.2) that is linked with said support and 
that contains a converter material. Said converter is designed to emit U^it of a small lateral source extension when irradiated with 
an electron beam (13). According to the invention, the sample holder is provided with an adhesive layer (20.4) that is located and 
configured in such a manner that it fixates the sample (24) in the near field of the converter (20.2). 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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Zur Erklarung der Zweibucnstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erklarungen (''Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Probenhalter (20), insbesondere fur eine biologische Prober (24), zur Ver- 
wendung in einer Vorrichtung zur nahfeldoptischen BUdgebung, mit einem Trager (20.1) und einem mit dem Trager verbundenen 
Wandler (20^), der ein Wandlermaterial enthalt und zur Abgabe von Licht kleiner lateraler Quellenausdehnung bei Bestrahlung 
mit einem Elektronenstrahl (13) ausgebildet ist. Erfindung sgemaB ist eine Adhasionsschicht (20.4) vorgesehen, die angeordnet und 
ausgebildet ist, urn die Probe (24) im Nahfeld des Wandlers (20.2) zu fixieren. 
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Nahfeldoptische Untersuchungsvorrichtung 



Die Erfindung betrifft einen Probenhalter, insbesondere fur eine biologische Probe, 
zur Verwendung in einer Vorrrichtung zur nahfeldoptischen Bildgebung, miteinem 
Trager und einem mit dem Trager verbundenen Wandler, der ein Wandlermaterial 
enthalt und zur Abgabe von Licht kleiner lateraler Quellenausdehnung bei Bestrah- 
lung mit einem Elektronenstrahl ausgebildet ist. 

Weiterhin betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur nahfeldoptischen Bildgebung, 
mit einer zum Ausstrahlen eines Elektronenstrahls ausgebildeten Elektronenstrahl- 
quelle und einem Probenhalter. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung ein Herstellungsverfahren fur einen Probenhalter 
zur Verwendung in einer Vorrichtung zur nahfeldoptischen Bildgebung. 
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Zur nahfeldoptischen Mikroskopie wird eine Vielzahl unterschiedlicher Sonden und 
Detektionsweisen benutzt. Gemeinsam istdiesen Methoden eine Vorgehensweise, 
bei der die Sonde zweidimensional (x-y-Ebene) bewegt wird und an jeder x-y- 
Position der Abstand der Sonde zur Probe (z-Richtung) nach einem bestimmten 
Kriterium eingestellt werden muB, Fur die Abstandseinstellung werden unterschied- 
liche Wechselwirkungsmechanismen genutzt. Notwendig ist der kleine Abstand 
zwischen der Sonde und der Probe, um im Nahfeld der Sonde die nur dort detek- 
tierbare hohe Ortsauflosung dieser Mikroskopie zu erzielen. 

Es existiert eine Reihe von Patenten, die in Form von Einzelsonden eine Nahfeld- 
lichtquelle beinhalten. Hierbei ist sowohl eine Detektion uber diese Apertur (DE 
19531465; EP 0112401; US 5,770,855; US 5,821,409), als auch eine Beleuch- 
tung beschrieben (DE 19531802; DE 19714346). Die Ausgestaltung dieser Nano- 
lichtquelle mit porosem Silizium (EP 0726480), fluoreszierenden Materialien (DE 
1 9504662; US 5,1 05,305) und ausgezogenen Fasern (US 5,286,970) Oder durch 
Anregung von Exzitonen (US 5,362,963; US 5,546,223, US 5,675,433, US 
5,789,742) ist ebenfalls beschrieben. Die Positionierung der Einzelsonden erfolgt 
als kombinierte Sensoren fur AFM und SNOM (DE 19631498; US 5,354,985; US 
5,821,409), STM und SNOM (DE 4106548; US 5,289,004; US 5,770,955), uber 
Scherkraftdetektion (US 5,548,1 1 3, US 5,641 ,896) oder mittels der detektierten 
Nahfeld-Strahlung (US 5,304,795, US 5,666,197). Auch ein Einsatz als kom- 
binierter Aktor und Sensor ist beschrieben (US 5,770,856). 

DerNachteil dieser Vorgehensweisen gerade bei biologischen Proben besteht in der 
notwendigen Zeitdauer fur die Abstandseinstellung, die einen GroBteil der gesam- 
ten Messzeit ausmacht. Hierdurch entstehen Aufnahmezeiten im Bereich von 
mehreren Minuten. In dieser Zeit kann sich die lebende Probe bewegen und veran- 
dern und damit zu einer fehlerhaften Bildgebung fuhren. Weiterhin wird die Ab- 
standsmesswechselwirkung durch eine ubliche Probenumgebung in Form einer 
Nahrlosung gestort, was zu falschen Bilddaten oder gar zur Beschadigung der 
Probe und Sonde durch Sondenkontakt fuhren kann. In alien bekannten Verfahren 
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wird ein Laser als Lichtquelle benutzt, der nur eine spektral schmalbandige Unter- 
suchung der Probe erlaubt. 

In der US 5,633,972 ist eine gebundelte Anordnung einer Vielzahl ausgezogener 
Fasern mit einem Abstand der Einzelquellen von 0.5 bis 2 //m beschrieben. Diese 
Anordnung hat den Nachteil, dass ein konventionelles Verfahren der Annaherung 
der Multifaser-Sonde an eine Probenoberflache eingesetzt wird. Die Veranderung 
der Probe durch mehrere hundert ausgezogene Faserspitzen ist kritisch zu betrach- 
ten, ebenso wie die Chance, die Nahfeldbedingung uber die gesamte Sondenflache 
einzuhalten. 

In den Schriften DE 196 01 109 A1 und W097/25644 ist eine zweidimensionale 
Anordnung von Nanolichtquellen auf einem ebenen Substrat beschrieben. DieLicht- 
quellen werden uber energiereiche Strahlung angeregt. Diese Anordnung erf ordert 
keine mechanisch beweglichen Teile. Sie besteht aus einer f eststehenden Platte mit 
integrierten Nahfeldlichtquellen. Die Probe wird auf der Platte aufgebracht. Hier ist 
jedoch durch eine Festkorperoberflache aus Halbleitermaterial eine fur biologische 
Proben ungeeignete Oberf lache geschaffen. Die Proben nehmen weder einen f esten 
Abstand noch eine konstante Position uber den Lichtquellen ein. Ein weiterer 
Nachteil besteht darin, dass die Lichtquellen durch kleine Hohlraume geschaffen 
sind, in die bestimmte Materialien eingebracht werden. Durch biologische Proben 
in Nahrlosung werden diese Materialien kontaminiert. Dadurch wird eine stabile 
Funktionsweise verhindert. 

Vordiesem Hintergrund liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, einen Probenhal- 
ter sowie eine Vorrichtung zur nahfeldoptischen Untersuchung von biologischen 
Proben anzugeben, welche Einschrankungen der existierenden Techniken aufhebt. 
Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Herstellungsverfahren fur einen 
derartigen Probenhalter anzugeben. 

Insbesondere ist es wunschenswert, dass die Vorrichtung zur Unt rsuchung 
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lebender biologischer Proben geeignet ist und eine ausreichend schnelle Bildgebung 
ermoglicht, sodassdieEigenbewegung der Probe oder physiologische Veranderun- 
gen beobachtet werden konnen. Dies erf ordert Bildauf nahmezeiten im Sekundenbe- 
reich oder darunter und nicht im Minutenbereich, wie bei heutigen Techniken 
ublich. 

Die Losung dieser Aufgabe besteht in einem Probenhalter der eingangs genannten 
Art, der eine Adhasionsschicht aufweist, die angeordnet und ausgebildet ist, die 
Probe im Nahfeld des Wandlers zu fixieren. 

Fur eine Vorrichtung zur nahf eldoptischen Bildgebung wird die Aufgabe durch einen 
Gegenstand mit den Merkmalen des Anspruchs 23 gelost. 

Hinsichtlich des Herstellungsverfahrens fur einen Probenhalters wird die Aufgabe 
durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 29 gelost. 

Es hat sich gezeigt, dass sich durch eine Adhasionsschicht biologische Objekte, 
z.B. Zellen, stabil an einer Oberflache fixieren lassen. Durch diese Adhasions- 
schicht auf einer Unterlage, in der sich eine zweidimensionale Anordnung von 
Nanolichtquellen oder eine oder mehrerezweidimensional verschiebbare Nanoiicht- 
quellen befinden, gelingt es, die konstante Einhaltung des nahfeldoptischen Ab- 
stands zwischen Probe und Lichtquelle zu gewahrleisten. 

Mit dem Wegfallen einer Abstandsregelung, wie sie bei den Sonden-Verfahren 
notwendig ist, ist ein erheblicher Zeitgewinn verbunden, der in der schnellen 
Bildaufnahme im Bereich von Sekunden oder sogar darunter resultiert. 

Ein Anformen der Probenoberflache an die Lichtquelienmatrix wird durch eine ge- 
eignete Oberflache der Adhasionsschicht erreicht. Diese Adhasionsschicht befindet 
sich als dunne Schicht ( < 30 nm) an der Oberflache des Tragers und Wandlers. Die 
Adhasionsschicht ist vorzugsweise biokompatibel. Sie wird bevorzugt aus Lipiden, 
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beispielsweise Phospholipid, oder aus Zellulose-Derivaten, beispielsweise Carbox- 
ylmetoxy-Zellulose, aufgebaut. 

Bei einem Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung enhalt die Adhasionsschicht ein 
Phospholipid. An das Phospholipid kann gezielt eine funktionelle Gruppe angebaut 
werden, so dass eine funktionelle Oberflache entsteht, die nur die Anlagerung 
bestimmter dazu passender Gruppen erlaubt bzw. die Orientierung von Molekulen 
erzwingt. 

Eine konstante Schichtdicke ist wichtig fur die Bildgebung. Die Dicke der Adha- 
sionsschicht ist daher bei einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel uber einen 
Abschnitt ihrer Langs- und Quererstreckung konstant. Dieser Abschnitt umfasst 
zumindest den Bereich, in dem die Probe mit der Adhasionsschicht verbunden wird. 
Die Adhasionsschicht wird zur Erzielung einer konstanten Dicke als Mono- oder Bi- 
Layer von Molekulen aufgebracht. Dies kann durch Aufziehen der Layer geschehen 
oder auch durch das Sprengen von Vesikeln direkt auf der Oberflache. 

Durch Anwachsen oder Adharieren von biologischen Objekten an dieser Schicht 
wird die notwendige Fixierung der Probe bei konstantem Abstand zu den Licht- 
quellen erzielt. 

Das Wandlermaterial sendet bei Anregung mit Elektronen Licht mit vorzugsweise 
relativ hoher Intensitat aus. Das Wandlermaterial wird bei einer Ausfuhrungsform 
der Erfindung in kleinen Volumina in der Tragerschicht angeordnet. Eine Reihe von 
Materialien sind dazu geeignet, die sich in ihrer Ausbeute, KorngrofJe und spek- 
tralen Emission unterscheiden. Zum Einsatz kommen Phosphore, vorzugsweise 
Materialien mitexzitonischer Lichtemission wie Anthrazen oder Szintillatormateria- 
lien (aus Losungen auskristallisiert) wie z.B. BGO. 

Der Wandler ist bei einem anderen Ausfuhrungsbeispiel als homogene Wandler- 
schicht auf den Trager oder eine Tragerschicht aufgebracht. Bei der bevorzugten 
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Ausfuhrungsform des Wandlers als homogene Wandlerschicht kommen vorzug- 
weise Phosphore zum Einsatz, die als dunne Beschichtung auf den Trager aufge- 
bracht werden. 

Eine alternative Ausfuhrungsform des Probenhalters zeichnet sich dadurch aus, 
dass der Trager den Wandler bildet. Dabei kann auch eine Tragerschicht gleich- 
zeitig die Wandlerschicht bilden. Die jeweilige Position der Lichtquelle bei der 
Bilderzeugung wird durch die Position des Elektronenstrahls bestimmt. Dies hat 
den Vorteil, dass die Position der Lichtquellen durch entsprechende Steuerung einer 
an sich bekannten Elektronen-Ablenkeinheit frei gewahlt werden kann. 

In einer hervorzuhebenden Ausfuhrungsform mit eigenstandiger Schutzfahigkeit 
wird das Wandlermaterial durch Umwandlung des Tragermaterials oder des Materi- 
als einer auf den Trager aufgebrachten Schicht erzeugt. 

In einem Ausfuhrungsbeispiel, bei dem das Wandlermaterial in kleinen Volumina 
umgewandeltes Material des Tragers enthalt, ist Silizium durch Atzen in mikro- 
oder nanoporoses Silizium uberfuhrt. Mikro- oder nanoporoses Silizium leuchtet bei 
Elektronenanregung sehr stark im optischen Bereich. Hierfursind Exzitonenzerfalle 
verantwortlich. Die Zerfallsenergie und die Lebensdauer der Exzitonen konnen 
durch die StrukturgroBe, d.h. die Porengrofce des porosen Siliziums beeinfluBt 
werden. Mit kleinerer Porengrofce nimmt die der Bandabstand zwischen Valenz- 
und Leitungsband zu (Quantum Confinement). Die Lumineszenz des Exzitonenzer- 
falls hat daher grundsatzlich eine urn so hohere Photonenenergie, je geringer die 
PorengroSe ist. Lumineszenz, die Bereichen mit kleineren Poren entstammt, ist 
daher im Vergleich zu Lumineszenz aus Bereichen mit groBeren Poren zu hoheren 
Photonenenergien verschoben. Dies wird genutzt, urn Nanolichtquellen in unter- 
schiedlichen Spektralbereichen (UV bis NIR) durch eine gezielte Einstellung unter- 
schiedlicher PorengroBen oder PorengroSenintervallen zu erzeugen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform, bei der das Wandlermaterial umgewandelt ist, 
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weist das das Tragermaterial kleine Volumina auf, die gezielt mit geeigneten 
Storstellen dotiert sind, durch welche bei Elektronenstrahlanregung intensive, stark 
lokalisierte Lumineszenzen erzeugt werden. Soweit es sich bei dem Tragermaterial 
urn einen Halbleiter handelt, konnen diese Lumineszenzen durch Einfang und 
Rekombination von Ladungstragern an den Storstellen oder durch den Zerfall lokali- 
sierter Exzitonen entstehen. Vorzugsweise ist dabei das dotierte Tragermaterial ein 
direkter Halbleiter wie GaAs. Bei dem dotierten Tragermaterial kann es sich auch 
um eine auf den Trager aufgebrachte Schicht handeln. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des Probenhalters mit eigenstandiger Schutz- 
fahigkeit weist das verwendete Wandlermaterial bei Elektronenbestrahlung eine 
Lichtemission mit einer spektralen Breite von mehr als 50 nm Wellenlange auf. 
Dadurch kann die Probe in einem vergleichsweise breiten Spektralbereich unter- 
sucht werden. Durch die Erzeugung einer breiteren Verteilung von PorengroBen 
werden breitbandige Lichtquellen (WeiBlicht) erzeugt, die in dieser Form bislang 
nicht fur nahfeldoptische Untersuchungen zur Verfugung standen. 

Eine Verbreiterung der spektralen Emission kann unter Ausnutzung an sich bekann- 
ter physikalischer Mechanismen der spektralen Verbreiterung erzielt werden. Ein 
solcher Mechanismus ist beispielsweise die Lebensdauerverbreiterung. Durch 
gezielte Einstellung der GroRe des Anregungsvolumens kann beispielsweise die 
Bewegung der Exzitonen eingeschrankt werden, was einen schnelleren Zerfall der 
nach Elektronenstrahlanregung erzeugten Exzitonen bewirken kann. Die Reduzie- 
rung der Lebensdauer hat nach der Heisenberg'schen Unscharferelation eine 
entsprechende Verbreiterung der Energieverteilung der beim Exzitonen-Zerfall 
erzeugten Photonen zur Folge. Diese Moglichkeiten der Variation der spektralen 
Verteilung und der Nutzung einer breiten spektralen Emission werden erfindungs- 
gemafl fur die Spektralanalyse der Proben genutzt. 

Dies erlaubt erstmalig die nahfeldoptische Spektroskopie an biologischen Proben. 
Es konnen mithoher Ortsauflosung die optischen Eigenschaften wie Transmission 
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Oder Lumineszenz der Probe in Abhangigkeit von der Photonenenergie untersucht 
werden. Es kann mit einer Aufnahme ein mehrdimensionales Datenfeld erfasst 
werden, das zur Bildgebung mit hoher ortlicher und mit spektraler Auflosung 
geeignet ist. Dadurch wird die Einschrankung auf eine geringe spektrale Bandbreite 
z.B. bei Verwendung von Laserlichtquellen uberwunden und mit einer breitbandigen 
Lichtquelle auch spektrale Information der Probe zuganglich gemacht. Auch die 
zeitliche Auflosung der Bildaufnahme wird mit der erfindungsgemafcen Losung so 
weit verbessert, dass zusatzlich die zeitliche Entwicklung der Eigenschaften der 
Probe durch mit hoher Frequenz wiederholte Bildaufnahmen erfasst werden kann. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform weist der Wandler eine Anordnung von kleinen 
Volumina des Wandlermaterials auf. Die Volumina sind mit kleinem relativem 
Abstand sich in zwei Richtungen regelmafcig wiederholend angeordnet. 

In Weiterfuhrung des Erfindungsgedankens werden die Lichtquellen eingebettet in 
einen Trager, der aus Materialien mit Silizium Oder Galliumarsenid (GaAs) herge- 
stellt wird. Diese Materialien haben den Vorteil, dass sie einem Waferherstellungs- 
verfahren zuganglich sind. 

Die Tragerstruktur wird vorzugsweise aus Si, Si0 2 Oder Si 3 N 4 aufgebaut. In diesem 
Trager sind kleine Volumina (Querausdehnung kleiner als 100 nm) eines Wand- 
lermaterials eingebracht oder durch Umwandlung (z. B. Atzen) des Tragers ent- 
standen. Diese Volumina fungieren als Lichtquellen und sind vorzugsweise in einem 
zweidimensionalen Raster mit kleinem Abstand (kleiner als 200 nm) angeordnet. 

Der Trager ist bei einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel zur Stabilisierung in Ab- 
standen von 10 bis 100jt/m durch eine zusatzliche Verdickung verstarkt. 

Alternativ oder erganzend hierzu kann auf der einer Elektronenquelle zugewandten 
Seite des Tragers ein Elektronenfenster in Form einer planparallelen Platte mit 
geringer Absorption fur Elektronen eingefugt werden. Diese besteht aus Beryllium 
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oder Silizium. Das Fenster ist vorzugsweise so ausgebildet und angeordnet, dass 
es den Trager verstarkt. 

Eine weitere Ausfuhrungsform des erfindungsgema&en Probenhalters enthalt eine 
Schutzschicht zwischen dem Wandier und der Adhasionsschicht, die ausgebildet 
ist, den Wandier vor Kontamination durch die Probe zu schutzen. Es hat sich 
gezeigt, dass durch die zusatzliche Erzeugung einer Schutzschicht zwischen Licht- 
quellen- und Adhasionsschicht eine Kontamination der Lichtquellen verhindert wird. 
Hier kommen vorzugsweise dunne (<20 nm) Kunststoffilme zum Anwendung, 
vorzugsweise Poiyacryl, das als Monomer aufgebracht und durch UV-Bestrahlung 
zu zweidimensionalen Monoschichten vernetzt wird. 

In Abhangigkeit von der zu untersuchenden Probe und dem Nahrmedium kann 
bereits die Adhasionsschicht eine ausreichende Schutzfunktion wahrnehmen, so 
dass die Schutzschicht bei geeigneten Proben auch entfallen kann. 

Ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel des erfindungsgemaBen Probenhalters weist 
einen Nahriosungsbehalter auf , der zur Aufnahme der Probe und einer Nahrlosung 
ausgebildet ist, Der Nahriosungsbehalter ist zur Adhasionsschicht hin often und 
erlaubt so die Befestigung der Probe an der Adhasionsschicht. Mit Hilfe dieses 
Behalters wird eine Kontamination der Vorrichtung mit Nahrlosung vermieden. 
Vorzugsweise sind der Behalter und der Probenhalter so ausgebildet, dass der 
Behalter je nach Art der Probe wahlweise aufgesetzt oder entfernt werden kann. 

Die erfindungsgemafce Vorrichtung zur nahfeldoptischen Bildgebung mit einer zum 
Ausstrahlen eines Elektronenstrahls ausgebildeten Elektronenstrahlquelle und einem 
Probenhalter ermoglicht aufgrund des in ihr vorgesehenen erfindungsgemaBen 
Probenhalters eine besonders schnelle Bildgebung, insbesondere bei der Unter- 
suchung biologischer Proben. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist derart ausgebildet, dass der Wandier im 
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Vakuum durch den Elektronenstrahl anregbar ist. 

Die dafur erforderliche Vakuumanordnung ist bei einer weiteren Ausfuhrungsform 
der Erf indung derart ausgebildet, dass sich eine zu untersuchende Probe auf der der 
Elektronenstrahiquelle abgewandten Seite des Wandlers in Normaldruckatmosphare 
befindet. 

Die Vorrichtung und der Probenhaiter sind bevorzugt derart ausgebildet, dass der 
Probenhalter entf ernt werden kann, wenn kein Vakuum anliegt. Die hierf ur erforder- 
lichen Ma&nahmen, insbesondere auf dem Gebiet der Vakuumtechnik, sind an sich 
bekannt. 

Bei Proben, die dem Vakuum ausgesetzt werden konnen, kann auch in einer 
"Auflicht-Anordnung" gemessen werden. Der Wandler wird vom Elektronenstrahl 
beleuchtet, wobei die Probe vom Elektronenstrahl durchstrahlt wird. Das in seitli- 
che Richtung emittierte oder gebeugte Oder gestreute Licht kann zur optischen 
Bildgebung genutzt werden. In diesem Fall kann der Aufbau aus Fenster, Trager 
und Wandler dahingehend vereinfacht werden, dass die Strukturen in einer groBe- 
ren Dicke ausgefuhrt werden und das Fenster entfallt. Der Bildkontrast besteht 
dann aus einer Kombination von Elektronenstrahlabsorption/-streuung und optischer 
Absorption. 

Bei einem weiteren bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel der erfindungsgema&en 
Vorrichtung ist der Elektronenstrahl rasterformig uber die Ebene f uhrbar, in der das 
Wandlermaterial angeordnet ist. Hierfur ist eine entsprechende Elektronenoptik 
vorgesehen, die eine Ablenkeinheit und eine f okussierende Elektronenlinse enthalt. 
Die fur die Abrasterung des Wandlers erforderliche Technik ist beispielsweise von 
Rasterelektronenmikroskopen oder Rasterkathodolumineszenzanordnungen be- 
kannt. 

Mit einer Sammeloptik und einem Photodetektor, der im Fernfeld der Lichtquelle 
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angeordnet ist, wird das optische Signal aufgenommen. Durch sequentielle Anre- 
gung der Lichtquellen an verschiedenen Positionen und Darstellung der Signal- 
intensitat in Abhangigkeit von der Lichtquellenposition wird nach und nach ein 
nahfeldmikroskopisches Bild erzeugt. Der Bildkontrast besteht im wesentlichen aus 
dem Objektkontrast im Nahfeld der Lichtquellen. Der Kontrast kann hierbei in einer 
vom jeweils durchstrahlen Bereich innerhalb der Probe abhangigen Lichtabsorption 
Oder auch in einer ortsabhangig unterschiedlichen Fluoreszenz der Probe liegen. 

Die erfindungsgemafce Vorrichtung umfafct in einer besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform Spektralanalysemittel, die angeordnet und ausgebildet sind, vom 
Wandlermaterial oder von einer Probe emittiertes Licht zur Spektralanalyse der 
Probe zu nutzen. Die hierfur erforderlichen, uber die Sammeloptik hinausgehenden 
Lichtleitungs, -abbildungs- und Spektralanalysegerate, die insbesondere fur den 
spektral auf gelosten Nachweis schwacher Lichtsignale ausgelegt sein mussen, sind 
an sich bekannt. Auch hier kann beispielsweise auf die Rasterkathodolumineszenz 
verwiesen werden. 

Die Elektronenstrahlquelle ist zum Ausstrahlen eines Elektronenstrahls mit einer 
Elektronenenergie zwischen 100 eV und 30 keV ausgebildet. 

Weitere Ausfuhrungsformen mit jeweils eigenstandiger Schutzfahigkeit nutzen an 
Stelle einer Elektronenstrahlquelle andere Partikelstrahlquellen oder elektromagne- 
tische Strahlung zur Anregung von Lichtemissionen des Wandlers, insbesondere im 
UV-, VUV-, Rontgen- oder Gammaspektralbereich. 

Bei dem erfindungsgemaBen Herstellungsverfahren fur einen Probenhalter zur 
Verwendung in einer Vorrrichtung zur nahfeldoptischen Bildgebung, bei dem ein 
Trager mit einem Wandler versehen wird und bei dem ein Schritt des Beschichtens 
des mit dem Wandler versehenen Tragers mit einer Adhasionsschicht ausgefuhrt 
wird, wird die Adhasionsschicht in Form von Mono- oder Bi-Lagen durch Aufziehen 
oder durch Sprengen von Vesikeln auf der Oberflache aufgebracht. DieseTechnik 
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erlaubt die Herstellung der Adhasionsschicht in der fur die Nahfeldmikroskopie 
erforderlichen, besonders geringen Dicke von weniger als hundert nm. Zugleich 
werden mit dieser Technik konstante Schichtdicken erzielt, die wichtig sind, um die 
Proben im konstanten Abstand zu den Lichtquellen zu positionieren. 

Bei einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist ein Schritt des 
Beschichtens des Tragers mit einer Schutzschicht vorgesehen. Ein solcher Schutz- 
film wird bevorzugt aus Polyacryl gefertigt als Monomer aufgebracht und durch 
U V-Betrahlung zu einer zweidimensionalen Monoschicht vernetzt. Die Dicke betragt 
maximal 20 nm. 

Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung werden im folgenden durch die 
Beschreibung einiger Ausfuhrungsbeispiele anhand der Zeichnung verdeutlicht. 
Darin zeigt: 

Figur 1 ein erstes Ausfuhrungsbeispiel einer erfindungsgemaSen Vorrichtung 

zur nahfeldoptischen Bildgebung, 

Figur 2 eine Abwandlung des Ausf uhrungsbeispiels der Figur 1 , mit dem 

Proben untersucht werden, die einem Vakuum ausgesetzt werden 
konnen, 

Figur 3 ein erstes Ausfuhrungsbeispiel des erfindungsgemaBen Probenhal- 

ters in einer schematischen Querschnittsansicht, 

Figur 4 in gleicher Weise eine zweite Ausfuhrungsform des erf indungsgema- 

Ben Probenhalters, 

Figur 5 in ebenfalls stark vereinfachter Querschnittsansicht ein drittes Aus- 

fuhrungsbeispiel des erfindungsgemaBen Probenhalters und 
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Figur 6 eine vierte, zum Ausfuhrungsbeispiel nach Figur 3 alternative Aus- 

fuhrungsform des erfindungsgema&en Probenhalters. 

Figur 1 zeigt ein erstes Ausfuhrungsbeispiel einer erf indungsgemaBen Vorrichtung 
10 zur nahfeldoptischen Bildgebung in einer stark vereinfachten Querschnitts- 
ansicht. Eine Elektronenstrahlquelle 12 erzeugt einen durch Begrenzungslinien 
angedeuteten Elektronenstrahl 1 3, der auf seinem Weg eine Ablenkeinheit 14 und 
eine elektronenoptische Linse 1 6 passiert. Die gesamte Elektronenoptik der Vor- 
richtung ist in einer Vakuumkammer 18 untergebracht, die durch nicht naher 
dargestellte Einrichtungen evakuiert und beluftet werden kann. Der Elektronenstrahl 
trifft mit seinem Fokus auf einen Probenhalter 20, dessen Eigenschaften weiter 
unten anhand der Figuren 3 bis 6 naher erlautert werden. Mit Hilfe der Ablenk- 
einheit 14 ist der Elektronenstrahl in zwei orthogonale Richtungen senkrecht zur 
Strahlrichtung unabhangig voneinander ablenkbar, so dass der Elektronenstrahlfo- 
kus rasterformig uber eine Wandlerschicht (vgl. Figuren 3 bis 6) des Probenhalters 
20 gef uhrt werden kann und in der Wandlerschicht enthaltene Nanolichtquellen 22 
zum Leuchten anregt. Das von der Lichtquelle 22 in unterschiedliche Richtungen 
emittierte Licht wird in Figur 1 durch Pfeile angedeutet. 

Wahrend sich die Elektronenstrahlfuhrung vollstandig im Vakuum bef indet, ist auf 
derdem Elektronenstrahl abgewandten Seite des Probenhalters eine Probe 24unter 
Normaldruck angeordnet. Die Probe ist durch eine hier nicht naher dargestellte 
Adhasionsschicht stabil und im Nahfeldabstand auf dem Probenhalter 20 fixiert. 
Das durch inelastische Elektronenstreuung von der Nanolichtquelle 22 im Wandler 
erzeugte Licht durchdringt die Probe 24 und wird im optischen Fernfeld durch eine 
hochaperturige Nachweisoptik 26 gesammelt. Der Strahlengang ist durch Begren- 
zungslinien 28 angedeutet. Das eingefangene Lichtsignal wird auf eine lichtemp- 
findliche Schicht eines Photodetektors 30 abgebildet, in ein der Intensitat ent- 
sprechendes elektrisches Signal umgewandelt und einer nicht dargestellten Bildge- 
ber- und Bildverarbeitungseinheit zugefuhrt. In der nicht maSstabsgerechten 
Darstellung der Figur 1 sind die Probe 24 und der Probenhalter 20 stark vergroBert 
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dargestellt. 

Figur 2 zeigt eine modifizierte Anordnung 10' des Ausfuhrungsbeispiels der Figur 
1 fur Proben, die dem Vakuum ausgesetzt werden konnen. Gleiche Bezugszeichen 
kennzeichnen im Vergleich mit dem obigen Beispiel nach Figur 1 gleiche Bauteile. 
Die Probe 24 ist bei dem vorliegenden Ausfuhrungsbeispiel in der Vakuumkammer 
18 angeordnet und wird vom Elektronenstrahl 13 durchleuchtet. Die Probe 24 ist 
auf einem Probenhalter 20' befestigt. Im Unterschied zu Abbildung 1 kann in dieser 
Ausfuhrungsform der Probenhalter 20' dicker ausgefuhrt werden. Der Probenhalter 
20' unterscheidet sich ansonsten vom Probenhalter 20 in Figur 1 dadurch, dass 
seine Adhasionsschicht auf der der Elektronenquelle zugewandten Seite angeordnet 
ist. 

Durch den Elektronenstrahl 1 3 wird eine Nanolichtquelle 22 zur Emission von Licht 
angeregt, das die Probe durchstrahlt und seitiich durch ein hochaperturiges Objek- 
tiv 26' auf den Detektor 20 abgebildet wird. 

Figur 3 zeigt einen erfindungsgemaSen Probenhalter 20 in einer ersten bevorzugten 
Ausfuhrungsform. Der in derZeichnung von unten kommende Elektronenstrahl 13 
durchstrahlt zunachst ein Elektronenfenster 32, durchdringt anschlieSend eine 
Tragerschicht 20.1 , auf der sich eine Wandlerschicht 20.1 befindet. In der Wand- 
lerschicht 20.2 wird der Elektronenstrahl 13 durch inelastische Streuung stark 
abgebremst. Die auf das Wandlermaterial ubertragene Energie regt dieses zur Aus- 
sendung von Licht an. Der Bereich innerhalb des Wandlers, in dem die Elektronen 
abgebremst werden, stellt die Nanolichtquelle 22 dar. 

Durch eine Schutzschicht 20.3 wird die Wandlerschicht 20.2 vor Kontamination 
und Oxidation geschutzt. Auf der Schutzschicht 20.3 wiederum befindet sich eine 
Adhasionsschicht 20.4, die der Anlagerung der Probe 24 dient. Nur der Teil der 
Probe 24, der sich im Nahfeld der Lichtquelle befindet, tragt wesentlich zum opti- 
schen Signal, das im Fernfeld gemessen wird, bei. 
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Die Probe 24 ist im vorliegenden Ausf uhrungsbeispiel in einem Nahrlosungsbehalter 
34 angeordnet, der eine durch gestrichelte Schraffur angedeutete Nahrlosung 
enthalt. 

Durch Bewegen des Fokus des Elektronenstrahis 1 3 in der Ebene der Wandler- 
schicht 20.2 wird die Position der Nanolichtquelle 22 und damit gleichzeitig der Ort 
der Probe, an dem gemessen wird, verandert. Durch die Darstellung der Intensitat 
des optischen Signals in Abhangigkeit vom Lichtquellenort wird das Nahfeidbild der 
Probe gewonnen. 

Figur 4 zeigt a!s eine alternative Ausfuhrungsf orm der Erf indung einen Probenhalter 
34. Der in der Zeichnung von unten kommende Elektronenstrahl 13 durchdringt 
eine Tragerschicht 34.1. Im oberen Bereich der Tragerschicht 34.1 ist in kleinen 
Volumina 34.2 ein durch Umwandlung des Tragermaterials entstandenes Wand- 
lerrnaterial 34.3 angeordnet. Hierbei handelt es sich um mikropordses Silizium. 
Durch Elektronenstrahlanregung mit dem Elektronenstrahl wird das Wandlermaterial 
34.3 zum intensiven Leuchten angeregt. Eine Schutzschicht 34.4 schutzt das 
mikroporose Silizium 34.3 vor Kontamination. Die Schutzschicht wird wiederum 
von einer Adhasionsschicht 34,5 bedeckt, die der Befestigung der Probe 24 (hier 
nicht dargestellt) dient. Ansonsten kann der weitere Aufbau des Probenhalters 
identisch zur Beschreibung in Figur 3 erfolgen. 

Figur 5 zeigt als weitere Ausfuhrungsform der Erfindung eine Probenhalterung 36 
mit einer Tragerstruktur 36.1 . Im Unterschied zur Probenhalterung 34 nach Figur 
4 sind in der Tragerstruktur 36. 1 konische Locher 36.2 ausgebildet, in denen durch 
Verdampfen des Losemittels einer Losung von Anthrazen oder Szintillatoren ein 
Wandlermaterial 36.3 auskristallisiert ist. Das Wandlermaterial 36.3 sendet bei 
Elektronenstrahlanregung intensiv Licht aus und wird wie anhand von Figur 3 
beschrieben zur Bildgebung genutzt. 

Figur 6 zeigt als zum Ausfuhrungsbeispiel nach Figur 3 alternative Ausfiihrungs- 
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form einen Probenhalter 38. Eine besonders dunne Tragermatrix 38.1 wird dadurch 
ermoglicht, dass diese durch in groSerem Abstand von 10-100 //m voneinander 
entfernte Tragestrukturen 38.2 verstarkt ist. Die Tragestrukturen nehmen die 
Krafte der Druckdifferenz zwischen dem Vakuum auf der der Elektronenquelle 1 2 
(vgl. Figur 1 ) zugewandten Seite und den Normaldruck auf der der Elektronenquelle 
12 abgewandten Seite auf. Die besonders dunne Tragerschicht hat den Vorteil, 
dass der Elektronenstrahl 13 nur geringfugig gestreut wird. Dadurch wird die 
Ausdehnung der zum Leuchten angeregten Nanolichtquelle 22 (vgl. Figur 1) ver- 
ringert, wodurch letztlich die laterale Auflosung des Nahfeldmikroskops erhoht 
wird. 
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Patentanspruche 



1 . Probenhalter (20; 20'; 34; 36; 38), insbesondere fur eine biologische Probe 
(24), zur Verwendung in einer Vorrrichtung (10; 10') zur nahfeldoptischen 
Bildgebung, mit einem Trager (20. 1 ; 34. 1 ; 36. 1 ; 38. 1 , 38.2) und einem mit 
dem Trager verbundenen Wandler (20.2; 34.2, 34.3; 36.3, 36.3; 38.3), der 
ein Wandlermaterial (34.3, 36.3) enthalt und zur Abgabe von Licht kleiner 
lateraler Quellenausdehnung bei Bestrahlung mit einem Elektronenstrahl (13) 
ausgebildet ist, gekennzeichnet durch eine Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 
36.5; 38.5), die angeordnet und ausgebildet ist, die Probe (24) im Nahfeld 
des Wandlers (20.2; 34.2, 34.3; 36.3, 36.3; 38.3) zu fixieren. 

2. Probenhalter nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Adha- 
sionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) eine Dicke von maximal 30 nm hat. 

3. Probenhalter nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Dicke der Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) uber einen Abschnitt 
ihrer Langs- und Quererstreckung eine konstant ist. 

4. Probenhalter nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) ein Lipid oder ein Zel- 
lulose-Derivat enthalt. 

5. Probenhalter nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) als Molekul-Monolage 
oder Molekul-Bilage ausgebildet ist. 

6. Probenhalter nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) ein Phospholipid enthalt. 



7. 



Probenhalter nach Anspruch 4, 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) Carboxylmetoxy-Zellulose 
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enthalt. 

8. Probenhalter nach Anspruch einem der vorstehenden Anspruche, gekenrv 
zeichnet durch ein Wandlermaterial (34.3; 36.3), das bei Elektronenbestrah- 
lung Licht mit einer spektralen Breite von mehr als 50 nm Wellenlange 
emittiert. 

9. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Wandlermaterial (34.3; 36.3) in kteinen Volumina (34.2; 
34.3) in dem Trager eingebettet ist. 

1 0. Probenhalter nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Volumina 
(34.2; 36.2) mit kleinem relativem Abstand sich in zwei Richtungen regel- 
mafcig wiederholend angeordnet sind. 

1 1 . Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Wandlermaterial (36.3) ein Phosphor enthalt. 

1 2. Probenhalter nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dass das Wandlermaterial (36.3) Anthrazen enthalt. 

13. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Wandlermaterial (34.3) in kleinen Volumina (34.2) umge- 
wandeltes Material des Tragers (34.1) enthalt. 

14. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Wandlermaterial (34.3) mikro- oder nanoporoses Silizium 
enthalt. 

15. Probenhalter nach einem der Anspruche 1 bis 8 und 11 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Wandlermaterial (20.2; 38.3) homogen auf dem 
Trager (20.1; 38.1) verteilt ist. 



WO 01/01183 



- 19 - 



PCT/EP00/06088 



1 6. Probenhalter nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Trager 
den Wandler bildet. 

17. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Trager (20.1; 34.1; 36.1; 38.1, 38.2) aus einem Halb- 
leitermaterial, vorzugsweise Si, Si0 2 , Si 3 N 4 oder GaAs besteht. 

18. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Trager (38.1) in Abstanden von 10 bis 100 //m durch 
eine zusatzliche Verdickung (38.2) verstarkt ist. 

19. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, gekennzeichnet 
durch ein fur Elektronen durchlassiges Fenster (32) auf der der Adhasions- 
schicht (20.4) abgewandten Seite des Tragers (20.1), das vorzugsweise 
Beryllium oder Silizium enthalt. 

20. Probenhalter nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Fenster 
(32) ausgebildet und angeordnet ist, den Trager (20.1) zu verstarken. 

21. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, gekennzeichnet 
durch eine Schutzschicht (20.3; 34.4; 36.4; 38.4) zwischen dem Wandler 
(20.2; 34.2, 34.3; 36.3, 36.3; 38.3) und der Adhasionsschicht (20.4; 
34.5; 36.5; 38.5), die ausgebildet ist, den Wandler vor Kontamination 
durch die Probe (24) zu schutzen. 

22. Probenhalter nach einem der vorstehenden Anspruche, gekennzeichnet 
durch einen am Probenhalter losbar befestigten Nahrlosungsbehalter (34), 
der zur Aufnahme der Probe (24) und einer Nahrlosung ausgebildet ist. 

23. Vorrichtung (10; 1 0') zur nahfeldoptischen Bildgebung, mit einer zum Aus- 
strahlen eines Elektronenstrahls (13) ausgebildeten Elektronenstrahlquelle 
(12) und einem Probenhalter, dadurch gekennzeichnet, dass der Proben- 
halter (20; 20'; 34; 36; 38) entsprechend einem der Anspruche 1 bis 21 
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ausgebildet ist. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, gekennzeichnet durch eine Vakuumanord- 
nung (18), die derart ausgebildet ist, dass ein mit dem Probenhalter (20; 
20'; 34; 36; 38) verbundener Wandler (20.2; 34.2, 34.3; 36.3, 36.3; 38.3) 
im Vakuum durch den Elektronenstrahl (13) anregbar ist. 

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 23 oder 24, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Elektronenstrahl (1 3) mit Hilfe einer Ablenkeinheit (14) raster- 
artig uber die Ebene des Probenhalters (20; 20'; 34; 36; 38) fuhrbar ist, in 
der ein Wandiermaterial (20.2; 34.3; 36.3; 38.3) angeordnet ist. 

26. Vorrichtung nach einem der Anspruche 23 bis 25, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Vakuumanordnung (18) derart ausgebildet ist, dass sich eine zu 
untersuchende Probe (24) auf der der Elektronenstrahlquelle (12) abge- 
wandten Seite des Wandlers (20) in Normaldruckatmosphare befindet. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 23 bis 26, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Elektronenstrahlquelle (12) zum Ausstrahlen eines Elektronen- 
strahls mit einer Elektronenenergie zwischen 100 eV und 30 keV ausgebil- 
det ist. 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 23 bis 27, gekennzeichnet durch 
Spektralanalysemittel (30), die angeordnet und ausgebildet sind, vom 
Wandiermaterial (20.2; 34.3; 36.3; 38.3) oder von der Probe (24) emit- 
tiertes Licht zur Spektralanayse der Probe zu nutzen. 

29. Herstellungsverfahren fur einen Probenhalter (20; 20'; 34; 36; 38) zur 
Verwendung in einer Vorrrichtung (10; 10') zur nahfeldoptischen Bildge- 
bung, bei dem ein Trager (20. 1 ; 34. 1 ; 36. 1 ; 38. 1 , 38.2) mit einem Wandler 
(20.2; 34.2, 34.3; 36.3, 36.3; 38.3) versehen wird und bei dem der Trager 
anschlieBend mit einer Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) beschich- 
tet wird, wobei die Adhasionsschicht (20.4; 34.5; 36.5; 38.5) in Form von 
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Mono- oder Bi-Lagen durch Aufziehen oder durch Sprengen von Vesikeln 
aufgebracht wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, gekennzeichnet durch einen Schritt des 
Beschichtens des Tragers (20. 1 ; 34. 1 ; 36. 1 ; 38. 1 , 38.2) mit einer Schutz- 
schicht (20.3; 34.4; 36.4; 38.4), bei dem ein Poiyacryl zunachst als Mono- 
mer aufgebracht wird und anschliefcend durch UV-Betrahlung zu einer zwei- 
dimensionalen Monoschicht vernetzt wird. 
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